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ЭФФЕКТ ГАЗОТРАНСМИТТЕРОВ НА ПРООКСIЦАНТНО_
АНТИОКСИДАНТНОЕ СОСТОЯНИЕ В УСЛОВИЯХ РАЗВИТИЯ
ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА
ГроdненскuЙ zосуdарсmвенньlй меduцuнскuй унuверсumеm, Гроdно, Беларусь
ИЗУrен Эффекг ftвсrгрансмlтгrеров на црооксидаIпно-антиоксидаIJтное сосюяние жаней крыс в
условиJD( развитиJI окислительною стресса, инддд4рованног0 введением липополисахарида (в дозе 5
мг/iо) в течение трех с}ток. Иrrьекд.rя липополисaжарида цриводIтг к увеличению активности цроцессов
перекисного окисления лиIlидов и снюкению аrrгиоксидантной зшrцты. Использомние донора
сероводорода и,rи L-арпшина в дашrой модеJIи окислительною стресса уIvIеньшает нарухения
црооксидантно-антиоксидантною состоянIтL При прлп,lенении иrгиби:rора цистатионин-Y-лиазы этою не
наблюдается.
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Введение. Свободнорадик€IJIьные rrроцессы, степень их интенсификации явдяются одним из
ведущих патогецетических факторов в р€lзвитии многих заболеваний (сердечно-сосудистых, нейро-
дегенеративных, воспЕL,Iительных, онкологических и др.), а также процессов адаптации и старения [4].
Нарушение баланса между прооксидантами и антиоксидантами сопровождается генерацией
активных форм кислорода (АФк), способствl,тощих окисдительному повреждению мацромолекул,
структуры мембран, активации протеолитических ферментов, что приводит к нарушению регуляции
процессов пролиферации, апоптоза, межклеточного взаимодействия и рчrзвитию окислительного
стресса (ОС) t5].
особый интерес rrредставлrlет оС вызываемый введением липополисахарида (JШС), который
является компонентом мембраны грамотрицательных бактерий [23]. Известно, что введение ЛПС
инициирует развитие окислительных повреждений на клеточном )Фовне, нарушения
функционирования различных органов [ 1 7].
Перспективным представJU{ется поиск эндогенных биологических активных веществ,
ок€lзывающих воздействие на функциональную активность стресс-реtшизуюцих и стресс-
лимитируIощих систем. Одними из таких веществ являются сероводород (HzS) и монооксид азота
(NO), которые rrредставляют собой особую группу газообразных молекул (сазоц)ансмиттеры)),
осуцествлrIющие межклеточную и внутрикJIеточную регуляцию р€tзличных фуцкций организма [6].
эффекты системы г€вотрансмиттеров важны для формирования rrрооксидантно-антиоксидантцого
состояния [15]. Однако мЕогие аспекты их влияний на данные процессы, и, в частности, при введении
ЛПС изуlены недостаточно.
ЩелЬ данной работы ИЗ)п{еЕие эффекта газотрансмиттеров ца прооксидантно-
ацтиоксидантное состояние в условиях развития окисдитедьного стресса, вызванного введением
липополисахарида в течение трех c}"IoK.
Материалы и методы. Эксперименты проведены на лабораторных крысах-самцах (n:81)
массой 200-250 г, которые содержr1,IIись в стандартных усдовиях вивария при свободном доступе к
воде И пище, прИ искусственноМ освещении: |2 (лень) / 12 (ночь) часов. Исследования
осуцествлялись с р€tзрешения комиссии rrо биомедицинской этике.
все животные рrlзделены ца 8 групп. Введение веществ осуществлrIли пугем
внутрибрюшинной инъекции (в объеме l мл) в течение трех суток с интерв€UIом24 часа. Животным
1-ой (контрОльной) гр}тIпЫ вводилИ стерильныЙ 0,9Оlо РаСТВОр NaCl. З-я группа животныХ ПОЛ)лr€ша
толькО иЕъекциЮ NaHS. Во 2, 4-8-ой гр),1IпаХ моделиров€LIи окислитедьный стресс п)лем введения
IШС Escherichia coli (Serotlpe Ol11:B4) в дозе 5 мг/кг. Коррекцию проводили с помощью исходного
субстрата синтеза оксида азота L-аргинина в дозе 100 мг/кг (4-ая гругtгrа), донора H2S - гидросульфид
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-::.1i \aHS) В ДоЗе 5 мг/кг (5-ая гррrпа), ингибитора цистатионин-y-лиазы D,L-пропаргилгдицина
: .l^J l в JоЗе 50 мг/кг (6-ая гр).цпа), а также комбинаций данньD( соединений: NaHS и L-аргинин (7-ая
гРУпПа), PAG и L-аргинин (8-ая грулпа). В условиях ан€LIIьгезии (50 мг/кг тиопентала натрия
Интраперитоне€IJIьно) через 12 часов после последнеЙ инъекции ЛПС осуществля.iIи забор образцов
тканеЙ (сердце, легкие, печень и почки) и хранили их в жидком азоте. lля из}^{ения rrоказателей
прооксидантно-антиоксидацтцого равновесия размороженные образцы измельч€Ltи в десятицратном
объёме 10 мМ калий-фосфатного буфера ФН 7,4), содержащего 0,1 мМ ЭДТА в гомогенизаторе
WPW-30 (Польша) с тефлоновым пестиком (2000 обlмин, 10 циклов).
Активность rrерекисного окисления липидов (ПОЛ) определяли по содержацию диеновых
(ДК) и триеновых (ТК) конъюгатов, а также концентрации малонового ди€LIIьдегида (МДА).
Показатели ДК и ТК оценивали по поглощению липидным экстрактом монохроматического
светового [отока в ультрафиолетовой области спектра, характерного для конъюгированных атруктур
гидроперекисей липидов при ддине волны 2ЗЗ (ДК) и 278 (ТК) нм на спектрофлуоримогре <Солар>
СМ220З [2]. Концентрацию МДА определяли по интенсивности оR?аски триметинового комплекса,
образованного в реакции с 2'-тиобарбитуровой кислотой при температlре 100'С, на спекгрофотомsrре
<Sоlаr> РVl251С при длине волны 540 нм [2]. Активность каталазы в гомогенатах регистрировали по
количеству ощрашенного прод}кта в реакции с пероксид водородом и молибденовокислым аммонием,
имеющего максимальное светопоглощение при длине волцы 410 нм на спекгрофотомsгре <Solar>
PV125lC IЗ]. Содержание восстановленного гл}татиона в гомогенатах опредеJutли
спектрофотометрически с добавлением реактива Эллмана. В основе метода лежит реакция
взаимодеЙствия SН-гррrп гл},татиона с 5,5'-дитиобис (2-нитробензойной кислотой) (ДТНБ),
способноЙ rrоглощать свет при длине волньт 41,2 нм [18]. Концентрацию в гомогенатах сr-токоферола
и ретинола оценивfu,Iи по методу S.T. Тауlоr, основанному на определении интенсивности
флуоресценции гексанового экстракта при длине волны возбуждения З25 и эмпссии 4]0 нм длJI
ретинола и возбуждения 286 и эмиссии 380 нм для с-токоферола на спектрофлуориметре (Солар)
см2203 [20].
Полуrенные результаты обрабатывали с применением гtакsтов прикладных программ MS
Excel и <Statisticu. Результаты представлены в виде Ме с интерквартильным размахом (25-75О/оо). С
}п{етом маJIых рrвмеров выборки, а также отсутствия нормального распределения в грJ/ппах,
статистическ}то значимость результатов оценив€Lти мsтодом ЕегIараметрической статистики для
неЗависимых выборок - критерий Манна-Уитни. Различия считfuIIи достоверными при уровне
значимости (р<0,05).
Результаты и их обсуждение. В наших опытах активность свободнорадикальных процессов
оценивzuIи по содержанию первичных (Д(, ТК) и вторичных (МЩА) продlктов ПОЛ. На рисунках 1,
2 и З представлены изменения параметров ПОЛ в тканях после трехкратного введения ЛПС.
ОтмечаеIся }tsеличение в исследуемых тканях }ровня ДК, ТК и МДА. Так, через 12 часов после
посдеднего введения ЛПС 1ровень tK и ТК увеличивается на 560,8% (р<0,05) и 9З,8З% (р<0,05) в
сердце, на224,8Yо (р<0,05) и |1З,6Yо (р<0,05) в легких, на475Yо (р<0,05) и 148,0О/о (р<0,05) в печени и
на \|4,1o/o ф<0,05) п 258,4ОЬ (р<0,05) в почках, соотвsтственно, по отношению к контрольным
величинам. Рост содержания МДА также происходит во всех исследуемых тканях. При этом данный
параМеТр tIовышается в сердце на 6|,89О/о Ф<0,05), в легких на 40,|О/о Ф<0,05), в печени на'70,0Yо
(р<0,05) и в почках на8З,8О/о (р<0,05) в сравнении с контролем.
Коррекция системы газотрансмиттеров в условиях ОС, индуцированного введением
эндотоксина, llриводит к изменению активности свободнорадикtLIIьных процессов в тканях крыс.
Введение NaHS и L-аргинина как отдельно, так и в сочетании после инъешIии "ЦПС сопровождается
снижением парамgгров ПОЛ в тканях в сравнеЕии с грlтrпой, полуlавшей то.]ько эн_]отоксIlн,
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Рис, 1, Уровень диеновых конъюгатов (^Drззlмф в тканях при окислительном стрессе в условияхКОРРеКЦИИСИСТеМЫГаЗОТРаНСМИТIеРОВ. 1-контроль,2-ЛПС,3 -NаНS,4-ЛПС+L-ар."rrп,Ъ -_lгпсitrтанs, о- ЛПС+L-аргинин+ýдfiý, 7 _ лпс+рАG, 8 - лпс+L-аргинин*РАG. Пршмечанuе: * -р<0,05 по отношению кконтролю, # -р<0,05 по отношению к группе, ПОлl^rавшей только липополисахарид.
На рисунках 1,2 и з показано, что введение L-аргинина приводит к снижению уровня .ЩК иТК в серлце на58,9Yо (р<0,05) и29,8О/о (р<0,05), в легких на47,0Yо(р<0,05) иЗl,Зо/о(]?<0,05), в печени
на 59,0Оlо (р<0,05) и 26,29Yо (р<0,05) и в почках на З7 ,8Yo 0r<0,05) и 42,1o/o Ф<0,05), соЪтвеrственно.
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Рис, 2, Уровень триеновых конъюгатов (АD27з/мл) в тканях при окислительном стрессе в условияхкоррекциИ системЫ газотрансмиТтеров, 1 - контроль' 2 _ лпс' 3 - NaHS' 4 - ЛПС+L-аР.r"rr, З - ЛПС+lrТанs, о- ЛПС+L-аргинин+NаНS, 7 - лпс+рАG, 8 - лпс+L-аргининtРАG. Прuмечанuе; * - р<0,05 по отношению кконтролю, # -р<0,05 по отношению к гр}/ппе, полlчавшей только липополисахарид.
Выявлено также }меньшени9 содержания МЩА во всех исследуемых ткаЕях, в частности,
снижение на 79,0Yо (р<0,05) в сердце, на 14,8О/о (р<0,05) в легких, на 21,1Yo (р<0,05) в печени и на
з|,5уо (р<0,05) в почках в сравнении с |р}rпIIой, tlолуrавшей только ЛПС. Применение экзогенного
донора сероводороДа приводиТ к }меньш9нИю Дt и ТК в сердце на б1,0Yо Qr<0,05) и 40,6О/о Qr<0,05),МЩА на 2l,зуо Ф<0,05), в легких Лt на 48,7о^ Ф<0,05) и З4,2Yо (D<0,05), Йдд "u 17,2Yо Qэ<0,05), вПеЧеНИ ЩК На 62,9% (Р<0,05) И З2,9Yо (р<0,05), М!А на 2З,ЗУо (р<0,05) и в почках дк на зg,4уо(р<0,05) и 47,1o/o (l'<0,05), мдА на 26,56О/о (р<0,05). При сочетанном 11рименении L-аргинина и NaHSболее выраженного снижеЕия активности tIроцессов пол n" наблюдается. Введение РДG, а такжекомбинация его с L-аргинином в некоторых тканях приводит к }ъеличению активностисвободнорадикfuтьных процессов по отношению к гр),тrrе, полуrавшей только Лпс. Так, l1рименение
PAG повышает в сердце }ровень ДК на 8,15% (rr<0,05), тК gа 71,,78Yо С?<0,05), содержание МДД цаY|,51Yo (р<0,05); в легких ДК на 4,25уо Ф<о,05), Тк на7,67Yо (р<0,05), МДА на 5,04% (р<0,05); впечени ТК на 2,42Yо (р<0,05); в почках МДА на 7 ,23оА Ф<0,05). ИЪпользование сочетанного введенияPAG с L-аргинином характеризуется повышением в печени }ровня ТК на 10,7зуо (р<0,05) исодержания МЩА на З,46Уо Ф<0,05).
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Рис. 3. Содержание мillонового диальдегида (мкмоль/л) в тканях при окислительном стрессе в условиях
коррекции системы газотрансмиттеров. 1 - контроль,2 -ЛПС, З -NaHS,4-ЛПС+L-аргинин,5 -ЛПС+NаНS,6
* ЛПС+L-аргинин+NаНS, 7 - ЛПС+РАG, 8 - ЛПС+L-аргинин*РАG. Прuмечанuе: * - р<0,05 по отношению к
контролю, # -р<0,05 по отношению к груп*пе, получавшей только липополисахарид.
Одновременно с процессом активации ПОЛ наблюдаgгся }тнетение АОС в тканях (см.
таблицу). После введения ЛПС активность кат€},цазы и коццентрация восстановленного гл}татиона
снижа9тся в сердце на55,60/о (р<0,05) лц89,'lYо (р<0,05), в дегких на52,8О/о (р<0,05) и4'l ,1О/о (р<0,05), в
печени на З6,ЗYо (р<0,05) и З7,0О/о (р<0,05) и в почках на З2,5Yо (р<0,05) лц 42,ЗО/о (р<0,05)
соответственно, в сравнении с контролем. Наблюдаsтся также },]!Iеньшецие содержания сr-токоферола
и ретинола на 51 ,9О/о (р<0,05) и З|,4О/о (р<0,05) в сердце, на 52,4О/о (р<0,05) и З4,9О/о (р<0,05) в JIегких,
на 58,1% Ф<0,05) и 54,3О/о (р<0,05) в печени и на 52,9О/о (р<0,05) и 47,ЗО/о (р<0,05) в почках
соответственно, по отношению к контрольным величинам,
В сравнении с грlтrпой животных, rrолу{авших только ЛПС, введение доноров HzS и NO
сопровождаsтся повышение антиоксидантного потенциала в тканях (см. таблицу). Так, введение L-
аргIlнина реjlичиВаsТ акТиВнОСТь каТаЛ€ВЫ И КОНЦеНТРаЦИЮ ВОССТаНОВЛеННОГО ГД}"ТаТИОНа На 56,ЗО/о
(р<0,05) и 171,0%о (р<0,05) в сердце, на 47,|О/о (р<0,05) и 48,2О/о (р<0,05) в легком, на 30,0Ой (р<0,05) и
З2,6% (р<0,05) в печени пна25,0О/о (р<0,05) и29,6О/о (р<0,05) в почках, соответственно. Применение
NaHS также приводит к повышению данных показателей в сердце на 4З,8Yо (rr<0,05) и l90,3Yо
(р<0,05), в легких на 58,8Ой Ф<0,05) и 54,5Yо (р<0,05), в печени на 25,0 (р<0,05) иЗ2,4О/о (р<0,05) и в
почках наЗЗ,ЗYо (р<0,05) иЗ0,8Yо (р<0,05) соответственно в сравнении с грlтrпой, пол)лавшей только
одиц эндотоксин.
Табппrь Антиоксидантная система тканей при окислительном стрессе в условиJIх коррекции системы
газотрансмиттеров (Ме (25-7 5О/m))
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введение веществ, изменяющих активность системы газотрансмиттеров, одновременно
приводит и к изменению содержания сr-токоферола и ретинола в сердце, легких, 11ечени и почках.так, введение L-аргинина сопровождаsтся }ъеличением содержание сl-токоффола и ретиFIола всердце на 5З,6Yо (р<0,05) и 2З,2О/о (р<0,05), в легком на 47,4Yо (р<0,05) и зз,з% (р<0,05), в печени на
57,9О/о Ф<0,05) п 67,З% (р<0,05), в почках на 4'l ,6О/о (р<0,05) и 45,2Yо (р<0,05); соотвsтственно, посравнению с грlтlпой животных, trолr{авших только ЛПС. Инъекц"" }ruHý также приводит к
ПОВЫШеНИЮ ДаННЫХ ПОКаЗаТеЛеЙ На 47,6Yо (Р<0,05) и 74,2Yо (р<0,05) в сердце, на 41,2Yо (р<0,05) изз3% Ф<0,05) в легких, на 82,5Yо (р<0,05) и 79,ЗО/о (р<0,05) 
" 
n.o""" и на 5З,7О/о (р<0,05) ц 45,ЗYо
(р<0,05) в почках, соответственно в сравнении с группой, полуаавшей только один эндотоксин.
Схожая динамика наблюдаgгся и у крыс после инъекции ЛПС, L-аргинина в комбинации с доноромсероводороДа. При введение PAG происходит снижение некоторых пок;lзателей антиоксидантной
защиты организма: в сердце уменьшается активность каталазы на 18,75о/о (р<0,05), содержание с{.-
ТОКОфеРОЛа И РеТИНОЛа на 20,96Yо (р<0,05) и 28,4|Yо (р<0,05) соответственно; в легких _ каталаза на
2З,5ЗОЬ (Р<0,05), ВОССТаНОВЛеННЫй ГЛlТатион на 27,ОЗУо (р<0,05); в печени _ каталаза на 7,0yо
(р<0,05), восстановленный глlтаТион на З2,84% (р<0,05), сr-токоферол на 0,8ЗОlо (р<0,05); в почках _
катала3а gа 18,52о/о (р<0,05), сr-токоферол на l5,20%o (r<0,05), ретинол на 7,77Yо (р<0,05) в сравнениис грlтtпой, ПОЛ1^lавшей только один эндото*син. Пр"меЕение РдG в 
"o.r"ruirr"- 
с L-аргинином
характеризовалось менее значимым снижением антиоксидантной защиты. Так, в сердце наблюдалось
}ъ{еньшение активности кат€L.Iазы на l2,5o/o (р<0,05), содержания с-токоферола на 6,2ЗYо (р<0,05) и
РеТИНОЛа На21,59О/О (Р<0,05); В ЛеГКИХ - КаТаЛаЗа на 11/6Yо (р<0,05); " .r.u."" - восстановленныйгл},татиоц на 1,7,4Yо (р<0,05); в почках - ката,lаза на l2,04Yо (р<0,05), сr-токоферол на |1,З4Yо Ф<0,05)в сравнении с грlтtпой, полуrавшей только Лпс.
Газотрансмиттеры, такие как H2S и NO, оказывают влияние на р€}звитие ос. No является
}циверс€l,тьцым физиологическим регулятором и содержится практически во всех тканяхчеловеческого организма. L-аргинин-Nо система у{аствуsт в развитии различных нар;лrrений,вызванных действием ЛПС. Targ отмеча9тся снижение активности эндотелиацьной Nо-синт€lзы, в товремя как повышение экспрессии индуцибельной Nо-синтазы, индуцированItOе даннымЭНДОТОКСИНОМ, СПОСОбСТВУеТ ПРОД}КЦИИ бОЛЬшого количества NO, 
"rо .rрr*одит к развитиюэндотелиальной лисфушкции и повреждению ряда органов t121. й pr"""..n"" оС,
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индуцированного введением ЛПС, используют различные средства, изменяющие активность этого
фермента. Так, введение L-аргинина сни)кает эксгIрессию индуцибельной NО-синтазы, }меньшаsт
}ровни фактора некроза оп}холи-0, интерлейкина-lВ, интерферона-y и нитрат/нитритов, реличивает
эксrrрессию белка Hsp70 в гIечени [9]. Слелуег отметить, что коItстит},тивная изоформа NО-синтазы
обесгtечиваsт защитный эффект в организме при различных состояниях. Так, rrосле введения ЛПС
повышение экспрессии эндоте.]1иt1,IIьной NО-синтазы и прод}кция ею NO уменьшаЮт раЗвитие ОС В
сердечной мышце, реличивают чувствительность миофиламентов к ионам каJIьция, что ул)п{шает
футlкцию миокарда [1З].
.Щействие H2S связано с модулrIцией фlтrкционирования внуц)иклеточных каспаз и кинаЗ,
активацией ядерного фактора кВ и кВ-зависимых протеинов, а также со снижениеМ
антиапоптотического фактора Bc1-2 [2|]. В организме H2S стимулирует антиоксидантнУю сисТеМУ и
оказывает цитопротекторное действие |24]. Являясь высокореакционной мопекулой, он пеГкО
всту11а9т в реакци}о с АФК и €Lзота, rrрепятствуя тем самым их повреждающее действие на белки [19];
восстанавливает активность ферментов благодаря сульфгидратации; влияет на клеточнУЮ
пролиферацию и ангиогенез [10]. Известно, что эцдогенный HzS необходим дпя защиты почек при
ишемии/реперфузии, а введение NaHS, уменьшаsт степень возникновения дисфункций и
морфологических изменений почек [7]. Bekpinar S. et а1. при введение NaHS за один час до инъекции
ЛПС наблюд€ши уменьшение повреждения печени [8], а при острой ишемии миокарда Olson К. R. et
al. продемонстрировЕLIIи, что донор сероводорода (NaHS) }меньшаsт его повреждение, в то время как
ингибитор сероводорода (PAG) обладаqг противоположным эффектом [1 6].
Кроме того, существует тесное взаимодействие систем генерации H2S и NO, как на }ровне
регуляции ферментов синтеза, так и мишеней их действия|14]. NO регулирует активность ферментов
синтеза HzS: цистатионин-т-лиазы и цистатионин-Р-синтазы, как через нитрозилирование
цистеиновых остатков мо.пекулы, так и поглощение цистеина и активность цГМФ-зависимОй
протеинкиназы [11]. В тоже время H2S оказывает влияние на активность ферментов синтеза NO:
индуцибельной и эндотелиальной NО-синтазы [22].
В наших исследованиях rrрименение донора H2S или исходного субстрата синтеза монооксиД
азота (L-аргинина) в усдовиях действия ЛПС сопровождается усилением аЕтиоксидантноЙ системы и
снижением активности tIроцессов ПОЛ. ,Щанный эффект HzS, возможно, реалиЗуется каК
непосредственно через его антиоксидантное действие, так и через вклад в функционирование L-
аргинин-NО системы и кислородтранспортной фlтrкции крови [1].
Заключение. Результаты гlроведенного исследования показывают, что введение ЛПС в
течецие трех с}"гок приводит к }ъеличению активности процессов ПоЛ и снижению антиоксидантной
защиты. Использование NaHS и L-аргинина, которые )rведичивают образование соответств}.ющих
газотрансмиттеров, уменьшает нарушения прооксидантно-антиоксидантного состояция.
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GAZOTRANSMITrERS ЕFFЕСТ ON PROO)ПDANT_ANTIOXIDANT STATE LINDER ТНЕ
CONDITIONS ОF, DEVELOPMENT ОF O)ODATIVE STRESS
Grопdо State Medical Uпivеrsiф, Grоdпо, Веlаrus
Summary
.The effect of gazotransmitters on the prooxidant-antioxiйnt state of rats tissues under the conditionsof development of oxidative stress induced Ьу administration of lфороlрассhаridе (5 mglkg) for three dayswas studied, The injection of lipopolysaccharide leads to аr, incr"us" in activity lipid peroxidation processesand а decrease in antioxiйnt protection. Injection of а donor of hydrogen sulphide оr L-arginine in thismodel reduces the distцrbances of the prooiiйnt-antioxiйnt state. Drrrbg cysiatЫonine 1,-tyus" iйibitoradministration, this effect was not оьsеrчеd.
Кеу words: lipopolysaccharide, prooxidant-antioxidant state, gazotransmitteгs, nitrogen monoxide,hydrogen sulphide.
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